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放 り上 げ刺激 に て け い れ ん発 作を お こ す Elマ ウ ス を用 い て， パ ル プ ロ 酸 くv alproic a cid， V P AJ，
ア セ タ ゾラ ミ ド くa c eta z olamide，A Z Al， エ トサ ク シ ミ ド くetho s u xi mi de，E S Ml な どの 抗け い れ ん作用
と， 脳 の 各細胞分画の y－アミ ノ酪酸 くy－amin obutyric a cid， GAB A ，， ア ス パ ラ ギ ン 酸 くa spa rtic a cid，
Aspl， グル タ ミ ン 酸 くglutamic a cid， Glu， 濃度と の 関係 を検討 し た． け い れ ん を獲得 した成熟 Elマ ウ
ス の 腹腔内 に ， V P A 250m glkg， A Z A 400m glkg， E S M 400m gノkg を それ ぞ れ注射 し， 15分， 30分，
1 時軌 2時間， 3時乳 6時間後 の 各時間毎 に放 り上 げ刺激 を行 い ， け い れ んの 有無 を確認 した後， 直
ちに 断頭 し液体窒素中に て 脳を 凍結 させ た． 細胞分画の 調製 は水冷中 く0 － 20Cぅに て 以下 の ごと く行 っ
た
． 小脳 を除く 全脳 を0．32 Mの s u c r o seの もと で ホ モ ゲ ネ ー ト し， 1，000XglO分間遠心 する． その 上 清
を20
，
000X g20分間遠心 し て， そ の 上 滞 を supe rn atantfr a ctio nくS 分画，， その 沈漆を c rude syn apto s o－
m al fr a ctio nくP分酎 と した． 各分画に お ける G A B A， Asp， Glu 濃度 は酵素的微量測定法に て測定 し
た
．
P分 画で の シ ナ プ ト ゾ ー ム の 存在 は電子頗徴鋳で 確認 した． その 結果 V P A で は， 注射後15分 旬 60分
の 間 で け い れ ん抑制が み ら れ 脳細胞分 画 の P分画の G A B Aの 増加くpく0．05ほ ， 30分， 60分に 記め た
．
AZ Aで は， 注射後 1時間 へ 2時間の 間で け い れ ん抑制が み られ た
．
それ に 伴い 脳細胞分画で は， P分画の
Glu 濃度 の 減少 くpく0．051を 認め た■ ま た E S Mで は， 注射後30 分へ 60分で けい れ ん抑制が みら れ た
．
しか し脳細胞分画の 神経伝達物質の 変化 と抗 けい れ ん効果 と の 間に は特別な関係はみ られ な か っ た ． 以 上
よ り神経終末部で の 神経伝達物質 の 変化 を よ り密接 に 反 映し て い る と思 われ る P 分画 の 変化か ら， V P A
の 抗け い れ ん作 用 に は ， G A B A濃度 の 増加， A Z Aで は Glu 濃度 の 減少が関与 して い る こと が示 唆され た
．
Key w o rds antic o n v uls ant， n e u r Otr a n S mitter， Elm o us e．
現 在 20種類以 上 の 薬剤が ，抗 け い れ ん 剤と し て 臨床
に 使用 さ れ て い る
．
これ らの 薬剤 は分 子構造 を基本に
し て， 8 つ の グル ー プ に 分類 され る り ． こ の う ち神経伝
達物質と し ての 脳 内ア ミ ノ 酸に 影 響 を与 える と思わ れ
る直鎖脂肪酸， ス ル フ ォ ン ア ミ ド， 墟拍酸ア ミ ドの 3
つ の グ ル ー プ か ら， それ ぞ れ パ ル プ ロ 酸 くvalproic
a cid， V P Al， アセ タ ゾ ラ ミ ドくa c eta z ola mide， A Z Al，
エ トサ ク シ ミ ド くetho su ximide， E S Ml を選 んだ
．
そ
し て け い れ ん 系の Elマ ウ ス を 用 い て， こ の 3種 の 抗
けい れ ん剤の 抗け い れん 作用 と脳内神経伝達物質の 変
動 に つ い て 検討し た． その 方法と して は， 脳細胞を超
遠心分画法 を用 い ， 神経伝達物質が高濃度 に 含ま れ て
い ると 言わ れ て い る神経終末部くシ ナプ ト ゾ ー ム 分画，
P 分酎 と そ の 上 清 くS分酎 に分 け， 抗け い れ ん剤
投与後 の 各分画で の y－ ア ミ ノ 酪酸 くy－a min obutyric
a cid， G A B Al， ア ス パ ラ ギ ン 酸くa spa rtic a cid， Aspl，
グ ル タ ミ ン 酸 くgluta mic a cid， Glul 濃度を測定 した ．
材料お よ び方法
工 ． 実験動物
1954 年 に 国立 予 防衛生研究所 の 今泉 に よ っ て 発 見 さ
れ ， 命名さ れ た けい れ ん系の Ei マ ウス を使用 した． こ
の Elマ ウ ス は生後 8週頃 よ り， 平衡感覚 を失わ せ る
様 な放 り 上 げ刺激 く約 15へ 20c m の 高さ に 放 り 上 げ
A bbre viatio n s ニAsp， aSPartic a cidニ A Z A， aCetaZ Ola mideニ E S M， ethosuximideニ G A B A， y．
a min obutyric a cidニ G A B A－ T， a minobutyr ate a min otr ansfera seニ G A D， glutam ate de．
C a rbo xyla seニ Glu， gluta mic acidニ S S A－ D H， S u C Cin ate s e mialdehyde dehydroge n as e三 V P A，
V alproic acid．
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る1 に よ り ， 容易に 全身性 の 強直性間代性 けい れ ん を
お こ す こ と で知 られ て い る． 今 回 実験 に 使 用 し た El
マ ウス は， 1981年 5月 に 国立 予防衛生研究所か ら譲り
う けた も の で ， F 90
－95 の もの を使用 した． Elマ ウス
は， 生後 4 旬 5週命日 よ り遇 1 回 の放 り上 げ刺激 を行
い ， けい れん を獲得 した 12句 14週令 く体重， 30
－40gI
の成熟 マ ウ ス の み を使用した ． また 対照 と して は ，d d Y
系 マ ウ ス を使用 した．
工
． 使用薬剤と投与量
V P Aく鐘紡株式会社う， A ZA ほ 本 レ ダリ
一 株式会
社う， E S Mく三共製薬l を， そ れ ぞ れ Elマ ウ ス の 腹腔
内に 注射す る た め に ， 生 理 食 塩 水 を用 い て 2．5％の
V P A， 4 ％の A Z A， 4 ％の ESM の 各溶液 を つ くり ，
0．3ノ ー 0．4 ml腹腔内に 注射 した．
HI． 実験方法
V P A群 くn ニ 3－41 と A Z A群 くn ニ 3
－41 に つ い て は注
射前， 注射後 15分， 30分， 1時間， 2時間， 6 矧敬
一 方 ES M群くn ニ 3－4うは注射前， 注射後 30軋 1時
間， 2時間， 3時間， 6時間の 各々 の 時間 に ， 50 回の
放 り上 げ刺激を行 っ た． けい れ ん発作の 有無 を確か め
てか ら， 直ち に 断頭 し液体窒素申に て脳を凍結 した ．
また 断頭時 に薬物の 血 中濃度測定 の た めに ヘ パ リ ン 採
血 を した． 脳は凍結中に 速や か に 取 り 出し小脳 を除い
た． 取り 出した脳の 細胞分画の 調製 と ア ミ ノ 酸濃度測
定 の ため の 抽出は， 図1 の ごと く行 い ， 操作 はす べ て
水冷中 く0－20Cう に て行 っ た ．
G A B A， Asp， Glu 濃度の 測定 は， 加藤
2Iと Gr aha m
ら別の 酵素的微量測定法 を 一 部改変 して 行 っ た ． Elマ
ウの 血 清 中の V P A， E S M濃度 は酵素免疫法の E MIT
法で測定 し た4I． A Z A漉度 は， 高速液体 ク ロ マ トグ ラ
フ ィ ー 法51に て測 定 した． 尚蛋 白量 の 測定 は， Low ry
法61に て 行 っ た ．
IV． 電 顕 用 試 料作製法7糊
遠心後 の 沈津 くP分画う を遠心管 に 入 れ た ま まの 状
態 で ， 5％の グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド緩衝液 を約 3ml加
え， 0
0
Cの 状態で 18時間固定 した． カ コ ジル 酸ナ ト リ
ウ ム 緩衝液で 遠心管内の 沈渡 を洗源後， その 沈漆を取
り 出し， 室温で 2．5％の オ ス ミ ウ ム 酸溶液 で 5 時間固
定 した ． そ の 固定 した 沈漆 を 0．5m m の 大き さ に締切
し， ア ル コ ー ル で脱水後， 酸化 プ ロ ピ レ ン で 洗僻 した．
そ の 小片 を50％ の エ ポ ン プ ロ ビ レ ン オ キ サ イ ド混合
液 で 4時間， 75％の エ ポ ン プロ ビ レ ン オ キ サイ ド混合
液 で 0
0
C で 一 晩， 室温 で 3時間の 包埋 操作法 に よ っ て
固定 した． 固定切片は ， 酢酸 ウラ ニ ル と ク エ ン酸鉛で
染色 した ．
成 績
I ． Elマ ウス と d d Yマ ウ ス の 脳 の 細胞分 画 に お け
る各ア ミ ノ 酸濃度 の 比較
P 分画 で は， G A B Aの 濃度 は d d Yマ ウ ス で 9．9士
br aln
心＋ 10 v ol ． 0． 32 M su c r ose
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m e a s u rem en t s of G A B A， Asp a nd G lu ．
Fig． 1． Flo w cha rt of prepa ratio n of subc ellula rfr a ctio n a nd m ethod of
extr a ctio n．
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Fig． 2． G A B A， a SPa rtic acid a nd gluta mic a cid le velsin the
Cr ude syn apto s o m al fra ctionくP fr a ctio nJa ndthe s upe rn at－
ant fr a ctio nくS fr a ctio nl of dd Yand Elm o u s e． T he ba r
r epres ents the m e a n士S Dof 3－4 mic e一 亡コ ， dd Yこ 肝 ， Eli
ホ
pく0．05．
Table l． Se rialcha ngesin s e ru m c on c entr atio n of V P A， AZ Aa nd ES M
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Se ru mle v el Tim e afterinje ctio nくminJ
く声gノmり 15 30 60 120 180 360
V P A
くメgノmlj
608士20 518士43 411 士30 250士23 N．D．
A Z A
く声gノml 459




士22 422士31 232士28 1 25 士33 8．7士3．1
Valu e s r epre sent the m e a n士S Dof 3－4 mic e．
N ．D．
，
nOtdete ctediノ， n Otdete rmin ed．
1 ．3， El マ ウ ス で 10．4 士1．3 く工1 m Oleノm g pr oteinl，
Asp の 濃 度 は dd Yで 13，3士1 ．5， Elで 14．8士3．6 くn
m olelm g pr oteinl， Glu の 濃度は d d Yで 31．8士3．4，
Elで 35．4 士 1．4 くn m olelm g proteinl で あ っ た く図
2う． と も に 有意差 は な か っ た
．
S 分画で は， G A BA の 濃度は d d Yマ ウ ス で 34 ．0士
2－0， Elマ ウ ス で 35 ．0士5．0 く11 m Oleノmg proteinl，
Asp の 濃度 はd d Yで 23．8士0，5， Elで 31．2士2．6くn
m oleノmg pr oteinJ， Glu の 濃 度 は d d Yで 111．6士
10．2， Elで 88－8士 13．5 くn molelm g protei山 で あ っ
た
．
Asp 濃度 で の み Elマ ウ ス の 方が dd Yに 比 べ 高値
であ っ た くpく0■05ン． ま た各 ア ミ ノ 酸の 濃度は， 蛋白
あた り P 分画の 方が S分 画に 比 べ 低値 で あ っ た
．
工工 ． V P A投与 鮮 の 脳 内ア ミ ノ 酸濃度の 経時的変動
V P A投与 で は， 注射後 15分か ら 1 時間 に け い れ ん
抑制が み られ た ． その 時の V P Aの 血 中濃度 は， 15 分
後 で 608士20メfgノml と最高値に 達し， 6時間後で は測
定さ れ な か っ たく表 い
．
ま た けい れ ん抑制が み られ な
か っ た 2時間後で も ， 血 中濃度は 250士23声gノmlとか
な り高値 を示 した
． 半減期 は75分 で あ っ た ． 脳 の 細胞
分画 で の 各 ア ミ ノ 酸濾度 は， G A B Aで は ， P分画 で 15
分， 30分， 60分後と増加 を示 し， 30分， 60分後 で有
意な増加 を示 したく図3う． S 分画で は， 2 時間， 6時
間後に 有意な減少 をみ た
．
Asp で はP 分画 で 15分， 30
分後 に や や 減少を示 したが ，有意差は なか っ たく図 4ン．
Glu で はS 分画で 1時間後 に 有意な増加 を示 した他 は
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特 に 変化は み られ な か っ た く図 5コ．
H L AZ A投与群の 脳 内ア ミ ノ 酸濃度の 経時的変動
け い れ ん の 抑制 は主 に 注射後 1 時間 句 2時間に み ら
れ た ． 血 中濃度 は15分後で 459士65月gノml と最高 に
達 し， 6時間後 で は 0 に近 か っ た ． 半減期 は 40分で
あ っ た ． 脳の 細胞分画での 各ア ミ ノ 酸濃度 に つ い て は，
G A B Aで は， P分画で 1時間後 に 増加 をみた が 有意差
は なか っ たく図6う． Asp で は P分画 で 1矧乳 2時間，
6 時間後 に 減少 を示 し たが 有意差 は み られ な か っ た
く図7う． Glu で は P分画で 30分， 1時間， 2時間後に








Fig． 3． Ch ange Sfro m c o ntr oI v alu es of G A B A
le v els inthe cr ude syn apto so m al fr a ctio nくPla nd
the s upe rn ata nt fr a ctio nくSl of Elm o u se br ain
afte rintr ape rito n e al inje ctio n of V P Aく250 m gJ
I
kgン． Ea ch pointrepresentsthe m e a n士S Dof 3
－ 4














Fig． 4． Cha nge sfro m c o ntr oI v alu e s of a spa rtic
a cid le v elsin the c rude syn apto so m al fra ctio ntPl
a nd the supe rn at nt fr a ction くSI of Elm o u se
br ain afterintr ape rito n eal inje ctio n of V P Aく250
mglkgI． Ea chpointrepr e se ntsthe m e a n士S Dof
3－ 4 mic e．




S分画 で は， 2時間後 に の み 有意な減少 をみ と め
た く図81．
1V ． ESM 投与群 の 脳 内ア ミ ノ 酸濃度の 経時 的変動
E S M投与で は， けい れ ん の 抑制は 注射後 30分 へ 60
分の 間で み られ た． 血 中濃度は 30分 で 630士22メイgノml
と最高に 達 し， 6 時間後で は ほ ぼ 0に 近 か っ た ． 半減
期は 60分 で あ っ た ． 脳の 細胞分画で の 各ア ミ ノ 酸濃度
の変化 は， G A B A で はP分画， S分画と も に 変化は み
られ な か っ たく図 9l． Asp で は， P分画で 1時間後 に
Fig．5． Cha nge s from c o ntr oI v alu e s of gluta mic
a cid le v elsin the cr ude syn apto s o m al fr a ctio ntPJ
a nd the supe rn at nt fr a ctio nくSl of Elm o u se
brain afte rintr ape rito n e al inje ctio n of VP Aく250
m gJ
lkgl． Ea ch pointrepre sentsthe m e a n士S Dof
3－4 mic e．
0， C rude synapto so m al fr a ctio ni 砂 ， Supe rn at nt
fr a ction ．
ホ
pく0．02．
Fig． 6． C ha nge s fr o m c o ntroI v alu es of G A BA
le v elsin the crude syn aptoso m al fr a ctio nくPla nd
the s upern at ant fractio nくSl of Elm o u sebr ain
afte rintrape rito n e al inje ctio n of A Z Aく400m gl
kgJ． Ea ch pointr epre s e ntsthe m e a n士S Dof 3－4
0， C rude syn apto s o m al fr a ctio n王 命 ， S upe r n ata nt
fr a ctio n．
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の み有意な減少 をみ と め たく図 抽 ． Glu で は， P 分画
で 3時間， 6時間後 に 減少 をみ たが 有意差は なか っ た
く図1い．
V ． P 分画の 電顕所見
図12 にP 分画の 電顕像 を示 す． こ の分 画は 主と して
シ ナ プ ト ゾ ー ム と ミ ト コ ン ドリ ア に 富み ， 時 と して 1
つ の シ ナ プ ト ゾ ー ム 中に ， シ ナ プス 小胞 と ミ ト コ ン ド
Fig．7． Cha nge sfro m c o ntr oI v alues of a spa rtic
a cid le v elsinthe c rude syn apto s o m al fra ctio nくPナ
a nd the supe rn at nt fractio nくSl of El m 。u S e
brain afte rintrape rito n e alinjectio n of A ZAく400
m gノkgJ． Ea chpointr epr es e ntsthe m e a n士S D。f
3－4 mic e．
0， C r ude syn apto s o m al fr a ctio nニ 0， S upe rn at nt
fractio n．
Fig． 8－ Cha nge sfr o m c o ntr oI v alue s of glutamic
a cid le velsinthe c rude syn apto s o malfra ctio nくPl
a nd the supe rn at nt fractio nくSI of Elm 。u Se
brain afte rintrape rito n e al inje ctio n ofA Z Aく400
m glkgl． Ea chpoint repres e ntsthe m e a n士S Dof
3－4 mic e．






リ アが 一 緒に 含まれ る のが 観察され る
．
一 方 ， シ ナ プ
ス 前膜と シ ナ プ ス 後膜 との 間に 存在す る肥厚部 に つ い
て は， は っ き りと した もの は観察され ない ．
考 察
今回の 研究の 目的は， けい れ ん系の Elマ ウス を用 い
て， 臨床 で使用さ れ て い る各種抗け い れ ん剤 の脳内神
経伝達物質 に 及 ぼ す影響に つ い て ， 検討す る こ と で あ
Fig． 9． Cha nge s fr o m c o ntroI valu es of G A BA
lev elsin the c rude syn apto so m al fra ctio nくPland
the s upe r n atant fr a ctio nくSI of Elm o u s ebr ain
afterintr ape ritone al injectio n of E S Mく400mgノ
kgI－ Ea ch pointrepr es e ntsthe m e a n士S Dof 3－4
0， C r ude syn apto som al fra ctio n3 砂， Supe rnata nt
fra ctio n．
Fig■ 10． C ha ngesfro m c o ntr oI v alu e s of a spartic
a cid le vels inthe crude syn apto so m al fr a ctio ntPJ
a nd the s uper n ata nt fr a ctio nくSl of Elm o us e
br ain afterintr aperito n eal inje ctio n of ES Mく400
m glkgJ． Ea ch pointrepre se ntsthe mea n士S Dof
3－4 mic e．
0， C rude syn apto s o m al fr a ctio nニ 争， Supe rn ata nt
fr a ctio n．
ホ
pく0．05．
Fig． 1 1． C ha nge sfro m c o ntroIv alu e s of gluta mic
a cid le v elsin the c rude syn aptos o m alfr a ctio ntPl
a nd the supe rn at nt fractio n くSJ of El m o u s e
brain afterintr ape rito n e alinje ctio n of E S Mく400
mglkgl． Ea ch pointrepre se ntsthe m e a n士SD of
3－ 4 mic e．
0， C rude syn apto s o m al fr a ctionニ 砂 ， SuPe r n ata nt
fra ctio n．
Fig． 12． Electro n micr ogr aph ofthe c r ude synapto s o m al fr a ctio nくP fr a ctio nl－ m ，
mito cho ndriaニ S， Syn aptO SO m eSニ X20，000．
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る．
神経伝達物質と言 わ れ て い る ア ミ ノ 酸の G A B A，
Asp， Glu は け い れ ん に 対し て重 要 な生化学的因子 の
1 つ で あ る． Asp， Glu は興奮性の 伝達物質 で あ る と考
え ら れ て お り， 静脈 内注 入 や脳室内注入 に よ っ て，
S eiz ure fo c u sの spike a ctivity の 増加 をき たす9J． ま
た G A B A は中枢神経 に お け る抑制系 の 伝達物質 で あ
り， 静脈内注入 や 脳室内注入 に よ っ て ， Spike a ctivity
の 減少 を も た ら す と 言 わ れ て い る 州 ． 動物 の 脳 内の
GA B A量 を減少さ せ る 多く の 薬剤 は け い れ ん を誘発
す る 川 ． 反 対 に 脳 内の GA BA 量 を増加さ せ る 多く の
薬剤 は抗 けい れ ん作用 を有す る12I． さ ら に 神経終末部
で の G A B Aの 含有量 は， 脳 全体の G A B A含有量 よ り
脳 の 興奮の 状態と ， よ り密接な関連が あ る と思 わ れ る
．
残念な が ら神経終末部の G A B A含有 量 の 薬 剤に よ る
変化を直接 に 測 定す る こと は， 技術的に は不 可能で あ
る ． しか し全脳よ り超遠心 分画法に て ， シ ナ プ トゾ ー
ム が豊 富 に 含ま れ る 分画 を つ く る 方法は確立 さ れ て お
り
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， こ れ に よ り 神経終末部 での G A B A濃度の 変
化は容易 に 測定で き る． こう して 得 ら れ た デ ー タ は，
無傷動物の 神経終末 で の 真の 状態を表 わ して い る か ど
う か に 関 して は， あ る程度 の 疑問が残 るが ， こ の 方法
が現 在の と こ ろ最 も 良 い 方 法 と思 わ れ る
．
W o od ら81
は シ ナ プ ト ゾ ー ム 豊 富 な 分 画 は， 神 経終末部 で の
G A B A濃度の 薬剤に よ る変化 を評価す る の に ， 十分 モ
デル と して 使用 で き る と言 っ て い る ． 細胞 分 画とく に
シ ナ プ ト ゾ ー ム 分 画 の 調 製法 に は， い ろい ろ な方法が
ある ． 今 回の 研 究に 用 い た方法で は， 純粋 な シ ナプ ト
ゾ ー ム 分 画 は得ら れ ず， Crude な シ ナ プ ト ゾ ー ム 分画
を用 い た ． こ の 分 画を電子顕 微鏡 で み る と， シ ナ プ ス
小胞 を 含む シ ナ プ ト ゾ ー ム に 混 っ て ， ミ ト コ ン ドリ ア
も存在 し て い た
．
シ ナ プ ス 前終末郡 に 普遍的 に 存在 して い る シ ナ プ ス
小胞が ， 伝達物質の 貯蔵と放出 に 直接 か か わ る構造物
で あ る こ と は， よ く 知 ら れ て い る
．
ア セ チ ル コ リ ン や
ノ ル ア ド レ ナ リ ン が シ ナ プ ス 小胞 中に 高濃度に 存在す
る こ と は ， 超遠心 分 画 法 に よ っ て 得 られ た シ ナ プ ス 小
胞 に つ い て 証明 さ れ て い るH り． し か し伝達物質と して
の ア ミ ノ 酸 に つ い て は ， 超遠心 分 画法 で 分 離し た シ ナ
プ ト ゾ ー ム や シ ナ プ ス 小 胞に ， G A BA， Asp， Glu が 高
濃度に 含まれ て い る とし1う 成績 を示 した報告は， 現 在
の と こ ろ み られ なし1
． しか し シ ナ プ ス 間隙に 放出さ れ
た亡3Hj 標識G A B A は， ニ ュ ー ロ ン の 神経終末と細胞
体に 選 択的 に 取り込 まれ る ぃりと い う 報告は あ る ． 脳 を
ホ モ ゲ ナイ ズ し， 超遠心 分離 を行う過程で ， ア ミ ノ酸
が流出 する た め なの か も しれ な い ． あ る い は伝達物質
の ア ミ ノ 酸に は， Katz ら1 9Iの 小胞仮説 は あ て は ま ら な
い の か も し れ ない ． し か し脳組織の G A B A， Asp， Glu
濃度 は， ア セ チル コ リ ン や ノ ル ア ドレ ナリ ン に 比 べ て
著 しく 高い こ とか ら， シ ナ プ ス 小胞に 特に 高濃度に 含
まれ てい な い と して も ， 神経終末部か ら放出さ れ ， シ
ナ プ ス 間隙 で 有効濃度 に達 し て， 伝達が 行われ る こ と
は可 能で あ ると 思 われ る．
今回 の 研究の 結果 か ら， 各 アミ ノ 酸濃度の シ ナ プ ト
ゾ ー ム 分画 くP分画コ と上 清くS分薩削 で の 比 較で は，
蛋 白あ た りS 分 画の 方が P 分画の 2 旬 3倍と 高い 濃度
を示 し た． 他の 報告で も S分 画の 方が P分画に く ら べ
て ， 1．5 へ 2倍高い 濃度 を示 し てい る7I8J
．
こ れ ら の 事実
は， ホ モ ゲ ナイ ズ され た脳の 遠心 分離 を行う過程で ，
ア ミ ノ酸が あ る程度流出す る こ と を示 して い る の で は
な い か と考 えられ る． 既 に 報告さ れ てい る脳の 細胞分
画 で の 各 ア ミ ノ 酸濃度 を著者の 成績と 比 較 し て み る
と ， G A B Aで は， シ ナ プ ト ゾ ー ム 分画 くP分画1 の濃
度 は約 20へ 30n m olelm g pr otein7，8120l
－ 22一と著者の 結
果 よ り 2 旬 3 倍 高 い 濃 度 で あ っ た
． し か し L6s－
Cher231の 報告で は， 著者の 結果と あま り差はな か っ た．
Asp， Glu に 関 して は， 細胞 分画の レ ベ ル で の 報告は少
なく ， Sa rha nら2 2Iの 報告だ け で ある ． 今 回の 結 果に 見
ら れ た P 分画， S分 画の ア ミ ノ酸濃度と， 他の 報告者
と の 差 に つ い て は， 原因が明 らか で ない が， 抽出方法
や測定方法に よ る違 い で は な い か と考 えられ る． 一 方
Elマ ウ ス と d d Yマ ウ ス の 脳 の 細胞分 画で の ア ミ ノ 酸
濃度の 比 較で は， G A B A， sp， Glu と も に ， P 分画で
は有意差 は み られ な か っ た
．
S分画で は Asp で の み，
Elマ ウ ス の 方が ddY に 比 べ 有意 に 高か っ た ． 全 脳 レ
ベ ル で の Ku r oka w aら2 4Iの 報告に みら れ るよ う な， El
マ ウ ス で は G A B Aの 量 が 多く， Asp， Glu の 量 は 少な
い と い う 結果 は得 られ な か っ た
．
次 に使 用 した 抗け い れ ん剤の 生 化学的作用 と脳内ア
ミ ノ 酸 濃度と の 関係 に つ い て 述 べ る ． V P A は1963年
に 初め て 抗 け い れ ん剤と して 認め られ た 抑 ． その 作用
は最大電撃け い れ ん に 対して 最も効果 が あり， ま た ペ
ン チ レ ン テ ト ラ ゾ ー ル け い れ ん に も有効 で あ る と 言わ
j，Lて い る ． そ れ は G A B A作動性 シ ナ プ ス伝達の 変化
を通 して そ の 効果 を 現わ す． そ し て G A B A濃度 を増
加さ せ 26，2 7ン， そ の G A BA 含有量 は， 動物実験 に て抗 け
いJLん作用 の 発 現 ．持続 と関係し て い る23I 2 引． しか し他
の 報告で は， 全脳の G A B Aの 増加 は抗 け い れ ん 作用
と は， 関係 が な い と い う の も み ら れ る2 8 ト 3り
． 脳 内
G A B Aの 増加 の 原 因は， G A B Aの 合成， 分 解に 関与す
る酵素と VP A との 相互 作用 に よ る
．
V P Aの ア ミ ノ 酪
酸 ア ミ ノ トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ くa min obutyr ate a min o．
tr a n sfer a s e， G A B A－Tl へ の 抑制効果 は弱い が 26I， 次
の 分解 酵素 で あ る琉拍酸セ ミ ア ル デ ヒ ド脱水素酵素
76
くs u c cin ate s e mialdehyde dehydr oge n a se， S S A－
D Hいこ対 しての 抑制作用 は強 い 川 3 2I． ま た V P A はグ
ル タ ミ ン 酸デ か レポキ シ ラ ー ゼ くgluta m ate de c a rb．
o xyla se， G A Dlに 対 しても促進 させ る働き も あ る
3 3J
．
以上 の デ ー タは ， V P Aに よる G A B A代謝の変化 を細
胞分画 レ ベ ル で の 分析 に よ っ て ， 明 らか に さ れ た．
V P A は選択的に ， シ ナ プ ト ゾ ー ム で の G A B A濃度 を
増加 させ る2 213 41． G A B A の増加 は， 脳 内の 各部位で異
なり， 高濃度の G A D と G A B A が含 まれ る所 が最も 高
い 珂
． そ して G A D は大部分 シ ナ プ トゾ ー ム 分画 に存
在す る こ とが わ か っ て い る ． これ らの 結果よ り， V P A
は選択的に G A B A作動性神経終末で G A B A を増加
させ る の で， 全脳 レ ベ ル で の 測定で は十分 とは い え な
い
．
そ し て V P A の G A B A 上昇 は， GA B A分解の抑制
よ り， む し ろ G A B A合成 の 促進 に よ る の で は な い か
と考え られ てい る 瑚 ． しか し上 記 の こ とが確立す る に
は， 以 下に 述 べ る い くつ か の問題点もある
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．
まず第 1に ， 酵素に 対 して影響 を与 える た め に 必要
な薬剤の濃度が高すぎる． そ して 臨床的に 有効 な濃度
で の G A D の促進， G A B A－T，S SA－D Hの 抑制が まだ
は っ き り して い な い ． 第 2 に ， シ ナ プ ト ゾ ー ム で の
GA B A量 の増加は， 抗 けい れ ん作用 を現わ す に は あ ま
り に 少 な す ぎる2引 ． 第 3 に は ， シ ナ プ ト ゾ ー ム で の
G A B A の増力ロは， イ ソ ニ ア ジ ド けい れ ん， ま た は最大
電撃け い れ ん に対す る けい れ ん防止 効果と は 関係が な
か っ た 抑 瑚 ， と い う 報告が あ る． 第 4 に は， 全脳 また
は シ ナ プ ト ゾ ー ム の G A B A の増加が ， シ ナ プ ス か ら
の G A B Aの 遊離 を促進す る と い う証明が な い と い う
点で ある． に も かか わ らず， V PA に よ る シ ナ プ トゾ
ー
ム の G A BA の増加が ， ペ ン チ レ ン チ ト ラ ゾ ー ル け い
れ ん に 対 す る抗 け い れ ん 作 用 と 密接 な 関連 が あっ
た2 31， と い う こ とか ら現在 GA B A代謝仮説が強 く支
持さ れて い る． 今回 の研究で も同様 に ， Elマ ウ ス の け
い れ ん抑制効果 と脳の細胞分画， とく に シ ナ プ ト ゾ ー
ム 豊富 な P分画で の G A B Aの 増加と の 間 に 有意な 関
係が み られ た こ とは，上 記の 説を 支持す る 所見 で ある ．
次 に V P A と他の神経伝達物質 と して の ア ミ ノ 酸の
関係 に つ い て述 べ る． 最も 多い の は Asp との 関連 で ，




一 方 Sa rha nら2 2Iは ， Asp 濃度の 減
少は， 脳の細胞分画で は上清 の部分で の変化 で あ っ て，
シ ナ プ トゾ ー ム 分画で の 変化 は， Asp に関 して は ほと
ん ど認め ら れ ず， 反対に G A B A は， シ ナ プ トゾ ー ム 分
画で の 増加を認 める が， 上 清で は変化 はな か っ た ． そ
して シ ナ プ トゾ ー ム 分画で の G A BA 濃度の特異的な
増加は， 全脳 で の G A B A濃度の増加 よ り重 要で ある
と言っ て い る ． しか し Chapm a nら391， C hapm an401は
脳 の 部位別 で の ア ミ ノ 酸濃度 を検討 し， V P A投与 に
よ り ， G AB A濃度 は皮質に お い て の み 増加 を示 し， 一
方 Asp 濃度は皮質 と海馬 で減少 を示 した． Glu 濃度は
海馬と線条体 で 減少 し， 皮質， 小脳 で 増加 して い た と
報告 して い る． Asp濃度減少の メ カ ニ ズム は不明 で あ
るが ， 可 能性と し て は ， Asp 合成 に 関与す る酵素くア
ス パ ラギ ン 酸 トラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ あ る い は ピル ビン 酸
カ ル ポ キ シ ラ ー ゼI に 対す る V P Aの 直接的な作用 が
示 唆され る．
次 に A Z Aは， 1952年 Bergstro mら4 21に よ り初 め
て ， て ん か ん の治療に 用 い られ た． A ZA は炭酸脱水酵
素と い う特定 の 酵素に 対 す る阻害作用 が ， 明確 に 知ら
れ て い る点 で 特 異な位置 を占め る 薬剤で あ る． A ZA
の抗 けい れ ん作用 の 発現機序 に 関 して はい く つ か あげ
ら れ る． 1つ は脳内炭酸ガ ス の蓄積 に よ っ て ， 神経細
胞 の興奮性 を低下 させ る ． そ して脳内ア ミ ノ 酸の 変化
をき た し， 特に G A B A， Glu， グル タ ミ ン の増加 をみ と
め る と の W o odbury ら
4 3Iの報告が み られ る． その他 に
脳内モ ノ ア ミ ン に も影響 を与 える と言わ れ て い る 瑚 ．
今回の 研究結果で は， W o odbury ら
431の 報告と は相反
す る結果が得 ら れた ． す な わ ち抗け い れ ん 効果と脳の
細胞分画の P分画で の Glu 濃度の 減少と の問 に ， 有意
な 関係 が み られ た こ と で ある． A Z Aに よ る脳内 ア ミ
ノ酸濃度 の変化に つ い て の 報告は， 他に ほ と ん どみ ら
れ な い の で今後の研究が待た れ る．
一 方脳 内の Glu 濃度 に 影響 を与 え る抗 けい れ ん 剤
と して は ， フ ユ ノ パ ル ビタ ー ル ， ジ ァ ゼ パ ム ， トリ メ
タ デ イ オ ン な どが 報告さ れ てい る． ジ ァゼ パ ム 投与 で
は， 脳 内 Asp 濃度の 上 昇 と Glu 濃度の 減少 を み と め
る4 5I 相 ． こ れ は ジ ァ ゼ パ ム 投与 に よ る鎮静作用 の 結果，
脳皮質 に お ける グル コ ー ス 利用 率の 減少， また 神経細
胞 の活動 の 低下 に よ る代謝率の 減少 に よ る こ とが 示唆
さ れ る ． 今回 の 研究の 結果 み ら れ た A Z A投与 に よ る
Glu の 減少も， 同様の こ とが 起っ た た め と推測 され る ．
し か し Glu 濃度 の低下 と抗 け い れ ん 作用 に つ い て ，
は っ き りと説明 した 論文は み あた ら な い ．
一 方 ES M は サ クシ ミ ドの 化合物 で ， 臨床的 に 使用
され て 約 20年を経過す る が ， け い れ ん の 作用 機序に つ
い て は詳 しく知 られ て い な い ． 神経細胞 で の 生 化学的
な作 用 と い う の は， 細胞膜機能 へ の作 用 で ， Na
＋
t K十
A T P アー ゼ 活性 の 抑制で あ る と言わ れ て い る 頼4 81． ま
た Naho rski4 51は ラ ッ ト ヘ の ES M投与 で ， 脳 内 グ ル
コ ー ス の 上 昇， 脳内 ． 血 液 グ ル コ ー ス 比 の 増加， 脳内
フ ル ク ト ー ス 1， 6 － 2燐酸， ピル ビ ン 酸， ぽ － オ キソ
グル タ ー ル 酸， Asp 濃度の 減少を報告 して い る． さ ら
に Pats alo sら
4 91は， E S M を10 日間く150m glkglday
lラ ッ トに 投与 した場合， 全脳 と部位別で の G A B A，
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タ ウ リ ン に は変化は な く， 皮質下 で の Asp， Glu 濃度の
増加 をみ と め たと 言 っ て い る ． 今回 の 研究 で は， E S M
投与 で Elマ ウ ス の け い れ ん抑制は み られ たが ，脳の 細
胞分画 で の 各種 ア ミ ノ 酸濃度 に つ い て は， P 分画 で
Asp が 1時間後 に の み有意な減少 を み と め た他は ， あ
ま り変化 は み られ なか っ た
． した が っ て ES M投与 で
は， け い れん 抑制 と伝達物質 と言わ れ て い る ア ミ ノ 酸
の 間に は， 特別 な関係は み られ な い もの と 思われ る
．
ま た A Z A， ES M投与時の 脳内ア ミ ノ 酸の 変化 に 関し
ての これ ま で の 報告 は， す べ て 全脳 ある い は脳の 局在
で の変化 で あっ て ， 細胞分画と く に シ ナ プ トゾ ー ム 豊
富な分画で の 変化 で は な い
．
したが っ て今後 こ の 方面
で ， さ ら に検討が 必要と思わ れ る．
結 論
V P A， A Z A， E S Mの 抗 けい れ ん 作用 を， Elマ ウ ス
を用 い て， 投与後 の脳 の細胞分画 を行 い， 分画別 の
G A B A， sp， Glu 濃度 を測定 して検討 した ． そ の結果
次の 結論が得られ た ．
い Elマ ウ ス と dd Yマ ウ ス の 脳 の 細胞分画に お い
て の ア ミ ノ 酸濃度比較で は， 特 に 有意な 差は み られ な
か っ た
．
2う V P A投与で は ， 注射後15分 か ら 1 時間 に け い
れ ん抑制が み られ ， 脳 の細胞分画の P分画で は， け い
れ ん抑制期間に 一 致 して， G A B A の増加 を み と めた．
3う A ZA 投与で は， 注射後 1時間か ら2時間に けいれ
ん抑制が み られ ， 脳 の 細胞分画の P分画で は， けい れ
ん抑制期間に 一 致 して， Glu の 減少 をみ と め た．
4う E S M投与 で は， 注射後 30分か ら 1時間 に け い
れ ん抑制 を みと め た が， 脳の 細胞分画 で の ア ミ ノ酸濃
度の 変化 と け い れ ん抑制と の 間に は ， 特別 の 関係は み
られ な か っ た ．
以 上 よ り神経終末部で の 神経伝達物質の 変化 をよ り
密接 に 反 映 し て い る と 思 わ れ る P分画 の 変化 よ り，
V P Aの 抗 け い れ ん 作 用 に は， G A B A濃度 の 増加，
A Z Aで は Glu 濃度の 減少が関与 し て い る こ と が示 唆
さ れ る．
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A bstract
In orde rto elucidate t he m e cha nism s of a ntic o n v u
lsiv e a ctio n ofv alproic a cid， a Ceta Z Olamide
and ethos u xi mide， S ubc ellula rlevels of7
－a min obutyric a cidくG A B Al， aSPartic a cida ndglutamic
a cid in brain we r e studied using a c o n v ulsiv e str ain of E lm o u s ewit
hthr o wing
－indu c ed seiz u r e■
T he adultEl m ou se wit hacquir ed c o nvulsio n w a sinje cted intr aperiton e a11y wit h 2 5 0m glkg of
valproic acid， 4 0 0mgIkg ofa ceta z olamide o ret ho s u ximide． A sei
zur e r espo nseto thr o wing w a s
ev aluated at 1 5， 3 0min， 1， 2， 3 a nd 6 hr a
fte rtheirde ctio n－ Im med iately afte rthro wing， t he
Tho use W a Sde capitated a ndthe whole brain e x
c ept c e r ebellu m w a sdisse cted o ut， fr o
z e nin liquid
nitroge n a nd repidly ho m oge niz ed in O ．3 2
M s u c r o s e■ T he ho m oge n ate wa s centrifuged at
l，00 0xg for l Omin ． Afte r afu rt he r c
e ntrifugatio n at 2 0，0 0 0xg fo r2 0min， t h
e supe rn at nt
fraction くS fr a ctio nJand pelletくP fr a ctio nl w e r e obtain ed． The P fraction c o n sist
ed m ainly of
synaptos om es a nd mito cho ndria， Whi
ch w as c o nfir m ed by ele ctr o n micr o s c op y． In both fra c
N
tio n s， C On C entrations of G A B AI a SPa r
tic acida ndgluta mic a cid w ere dete r mined byt he e n zym a
－
tic mic ro as s ay． An administr atio n of valproic a cidsup p
r e sed t hr o wing－indu c ed seiz u r efo r a
period of1 5to 60 min after th
e irje ctio n． Du ring this seiz u r e－fr e eperiod，the GA B A lev el of P
fra ction w as signific antly elevatedくPく0－0 5J－ An inje ction ofa ceta z ola mideinhibited sei
zu re fo r
l to 2 hr， Which w a s ass o ciated with de c r e a sein t
he gluta mic a cid level in P fr a ctionくPく0－0 5J．
In contra st， n O C OnSiste nt c o rr elation was obs
e rv ed betw e e n s eiz u r e a ctivity a nd s ubcellula r
amino acid levels in t he etho su ximide
－tr e ated mic e－ T hese r e s ults sug ge st t hat inhibition of
seizur eby valpr oic a cida nd acetaz olamideis attributed
to a nin c r e a sein G A B Aa nd a de c re as ein
gluta mic a cidc o n ce ntratio nin syn apto s o m e s， r
eSPe Ctiv ely■
